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論文内容の要旨
現代文明は、重金 属を含む様 々な金属資源 に よって支え られてい る、 と言っても過言 ではない。元来、地
球の内部に位 置 していた金属資源 は、産業の進展 に伴い、大量に採掘そ して運び出され、土壌圏へ と拡散 し
てきた。例 えば、産業が活発 に行 われている地帯の土壌 圏に含 まれ る鉛 、水銀お よびカ ドミウム(Cd)の濃度
は、岩石圏の値 に比べ、それぞれ約10倍 、6倍 お よび5倍 に もなる、 との報告 もある。人間活動 がもた ら
した重金属 による土壌や水質の汚染は、現在 も世界規模 で著 しく拡大 している。 土壌 中の重金属の毒性お よ
び可動性は、一般 に環境 の酸性化によって強ま る。従 って、重油や石炭の燃焼 によって大気 中に放出される
硫黄酸化物 などに起因す る酸性雨な どの増加 と相俟 って、相乗的に地球環境 の悪化 をもた らす結果 となって
いる。
近年 日本 において、重金属の中でも特にCd汚 染の問題が注 目されている。 日本にお ける米の可食部のCd
の基準値は従来0.4mg/kgであったが、2008年FAO/WHOのCODEX委員会は米の 中のCd含量は0.2mg/kg未満で
あるべ きだ と規定 した。 日本人の食品か らのCd摂取量の約半分は、米由来 と言われている。 これに より環境
中、特 に土壌Cd汚染の改善が急務の課題 として浮上 して きた。重金属に よる土壌汚染 の浄化法 として、土壌
置換法や化学的洗浄法で あるリーチ ング法が活用 され ている。 こ うした物理化学的手法は、短期間に浄化が
完了す る長所 をもつ一方で、高コス トであ り、効果が一時的であるな どの短所 が指摘 されている。そ こで・
植 物を用いた土壌修復技術であるファイ トレメデーシ ョンが注 目を集 めてい る。 ファイ トレメデー ションの
原理は、植物 の養分吸収 を利 用 し、汚染重金属 を地上部組織に蓄積 させ ることである。地上部バイオマスは
収穫 され 、数回の栽培 を経て土壌 中の汚染重金属 を除去す るとい うものであ る。 この生物的手法 は、高濃度
の汚染地帯に適用出来ない ことや長時間を要す る といった短所が あるものの、低 コス トで効果 が持続的であ
ると考えられている。
Cdに対す る応答は植物 によって様々で、グンバイナズナ(Th/aspicaθrulθscθ!ls)及びバ クサンハ タザオ
(A.rabidρρsisha17erii)は、Cd高蓄積植物 として知 られてい る。 しか し、機械 を用いた栽培管理技術が確立
していない点や 、生育が遅 く、バイオマスが小 さい とい う観点か ら、 ファイ トレメデーシ ョンに用い る植物
として必ず しも適 している とは言えない。すなわち、 ファイ トレメデーシ ョンに利用する植物 は、一定の地
上部バイオマスを持 ち、栽培管理 が確 立 されていることが前提 条件 として求 められ る。 さらに本 手法が広 く
利用 され る技術 となるには、利用 される植 物が(1)根 での強い重金属吸収能 をもつ、(2)根部か ら地上部へ
の強い重金属輸送能 をもち、さらには(3)地 上部組織での高い重金属無毒化能 もしくは高い隔離能 を持つ、
ことが必要 と考 えられ る。
本研究では、ファイ トレメデーシ ョン法 の技術確立 に向けての基礎的研究 を行った。本論文は2つ の章か
38
ら構成 され るが、第一章では重金属耐性や輸送に関与す ることが知 られ てい る既知遺伝子の中に、上記(1)～
(3)の過程を強化できるものを同定 しよ うとの考 えの もとに研究 を行 った。Cdによって引き起 こされ る植物体
内での生理的な応答、そ して この過程に関与する遺伝子(例 えばメタロチオネイン遺伝子や ファイ トケラチ
ン合成酵素遺伝子な ど)が 、これ までの生理学や分子生物学な どの研究 を通 じて明 らかにされつつあ る。 し
か し、まだ植物のCd応答反応、そ してそれ らの過程に関与する遺伝子の全てが解 明されたわけではない。植
物 のCdに対す る未知の応答 メカニズムを解 明する ことは、ファイ トレメデーシ ョン技術を改良す るための重
要 な情報になる と考えられ る。そ こで、第二章では国内の鉱 山跡地に 自生 していた植物 を遺伝子源 として、
新規な重金属関連遺伝子の探索そ して同定を行った。
第一章では、細菌由来 の水銀輸送体遺伝子(齠殉 とコムギ(Tritic[miヨθstivum)由来のシステイ ン合成酵
素遺伝子(Mcysノ)が、それぞれ上記(1)と(3)の過程 を強化す ることが出来るかを否か、を評価 した。 この際、
一定量の地上部バイ オマスが あ り、栽培管理が確 立 しているイネへ これ らの遺伝子を導入することで評価 を
行った。鉄酸化細菌(AcidithiObaci71usferrOOxidans)由来のmerC遺伝子は水銀イオン輸送体をコー ドし、
水銀還元酵素遺伝子merAとともに水銀耐性遺伝子群を構成す る。 この細菌由来のmeTC遺伝子を過剰発現す
る形 質転換 イネ は、水銀 と同様にCdに対す る感受性 が増 してい るものの、他の金属に対す る感受性 は野生株
のイネ と変わ らなかった。次に実際のCd汚染地の土壌を用いたポ ッ ト栽培 を行 って、merCを過剰発現するイ
ネが対照イネに比べ、約20%ほど多 くCdを地上部 に蓄積 させ ることを示 した。イネ植物における狭 い重金属
特異性 と過剰発現による地上部へのCd蓄積性 の増加か ら、merC遺伝子は根でのCd吸収能を高める分子ツー
ル として有効である と結論 した。
物畑ノは、コムギか ら単離 され たシステイン合成酵素遺伝子である。ア ミノ酸の一種のシステインをより多
く供給することは、 グルタチオン、メタロチオネインやファイ トケラチンに よる重金属(Cdを含む)の無毒化
や重金属を液胞へ隔離す る能力の強化へつなが ると考 え、肋γ訂 過剰発現イネを作成 した。グル タチオンの多
くの供給 は、Cdに起因す る活性酸 素ス トレスの軽減効果 も期待 された。事実、Mcvs1過剰発現イネではCd処
理後 に非 タンパ ク性チオール含量が高まってお り、対照のイネ に比べCdによる根 の成長阻害が軽減す ること
を示 した。対照イネ と比べ、ifeys1過剰発現イネ地上部の新鮮重量には大きな差が見 られなかったが、葉の褐
変化の進行が明 らかに遅れ ることを観察 した。従 って、nVcysi遺伝子 も植物のCd耐 性能 を高めるのに有用な
遺伝子 であ ると結論 した。
第二章では、Cd代謝 に関わる植物 由来の新規遺伝子の探索 を行 った。ハイ スループ ッ トな遺伝子探索を
行 うために、Cd高感受性 の酵母(∠1ycf/変異株)を用いた。酵母PCFIは、液胞局在 のCd輸送体をコー ドす る。
従って、この遺伝子を欠損 した酵母株は、Cdを液胞に隔離す ることが出来ず 、Cdに対 し非常に感受性 となる。
探索遺伝子源 は、秋 田県の尾去沢鉱 山跡地か ら採取 した2っ の植物 、メ ヒシバPigitari∂ciliaris(Retz.)
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KoelとブタナHypochaθTisradicatヨを用いた。得 られた33個 のCd耐 性候補 クロー ンの うち、メヒシバ
P.ci'liarisから単離 された新規のCd耐性遺伝子(DcCPTI)の機能について、さらに解析 を進めた。この遺伝子
の産物 は55個 のア ミノ酸で構成 され、 うち15個 がシステイ ン残基であった。データベース解析 の結果、相
同遺伝 子の予想遺伝子産物は高度 に保存 されていること、植物 に特有の遺伝子であること、が明 らかとなっ
た。PcCDTf過剰発現 出芽酵母 とシロイヌナズナ は共に、それぞれの野生株の もの と比べ、細胞内のCd含量が
50%程度 に低下 してお り、この ことがCd耐性 となる原因 と考 えられた。イネ植物 には5種 類 のDcCPTI相同遺
伝子(OsCOT1-5,)が存在 した。 この うちのOsCPTIを過剰発現 した シロイヌナズナで もCd耐性 となることを確
認 している。DcCDTIタンパ ク質 とOsCDT1タンパク質の細胞内局在を、GFPタンパ ク質 との融合法で調べた と
ころ、両タンパク質 とも原形質膜 と細胞壁 に局在 していることが分か った。上記の結果を踏 まえると、 これ
らの遺伝子は細胞内に取 り込 まれたCdを細胞外へ排出 している、 もしくは細胞表層 でCdの吸収 を抑制する
こ とに関与 している と推察 した。
上述のよ うに、メ ヒシバか らCdの細胞 内蓄積 を抑える機能を持つPcαDTI遺伝子を同定 した。 このPcCDTI
に相同な遺伝子がイネ を含む多 くの植 物に存在 した。この事実は、植物のCd適応機構 の全てが解明 されてい
るわけではない ことを強 く示 している。従 って、ファイ トレメデーシ ョン技術の改良のためには、 より一層
の基礎的研究が重要であろ うと考える。今後は、単一遺伝子の導入 でなく、同 じイネ宿主に複数の遺伝子を
導入す ることが必要である。本研究で用いた遺伝子 を例 に述べると、merC遺伝子 とMcysノ遺伝子 をそれぞれ
過剰発現 もしくはCd誘導性 のプ ロモーター支配下に発現させ る、そ してRNA干渉法でOsCOTI-・S'の全 てを不
活性化 したイネ植物では、野生型のイネに比べ、Cdのよ り高い蓄積が期待 される。
最後 に、本研究は 日本において栽培管理技術が確立 されてお り、かつ地上部 のバイオマス量 も十分あるイ
ネを中心 として進 めた。植物研究のモデル ともなっているイネは、遺伝子工学 の適用 も容易である。今後、
イネを基盤 としたファイ トレメデーシ ョンの技術確立に向けた研究が さらに進展 し、一刻 も早期 にCdをは じ
め とした重金属汚染の浄化に適用 され ることを期待す る。
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論文審査結果の要旨
倉俣正人は,重 金属汚染に対 し植物を用いて除染 しようという,いわゆるファイ トレメデーシ
ョンの技術確立に向けた基礎的な研究を行った。彼は,重 金属の中でも,特 にカ ドミウム(Cd)に
焦点をあてて研究を進めた。 ファイ トレメデーション技法を確立す るためには,用 いる植物の栽
培管理が確立 していること,そ してその植物の地上部のバイオマスが十分であることが要求 され
る。こうした条件を満たす植物の一つ としてイネが注 目されている。
第一章では,既 知の重金属関連遺伝子の中から,イネへCd蓄 積性を付与できると期待 される
2つの遺伝子を導入 し,評価を行った。細菌由来の水銀イオン輸送体遺伝子merCを導入 したイネ
は,実 際のCd汚染土壌から対照のイネに比べて20%以上多 くCdを吸い上げた。小麦由来のffcya1
はシステイン合成酵素遺伝子である。 システインをより多 く供給す ることは,Cdの無毒化や液胞
へ隔離する能力の強化へつながると考え,ffcysl過剰発現イネを作成 した。 この形質転換イネでは
Cd処理後に非タンパク性チオール含量が高まってお り,対照のイネに比べCdによる根の成長阻害
が軽減することを示 した。対照イネと比べ,Wcys1過剰発現イネ地上部の新鮮重量には大きな差が
見られなかったが,葉の褐変化の進行が明らかに遅れることを観察 した。従って,施 γ訂 遺伝子も
植物のCd耐陸能を高めるのに有用な遺伝子であることを,明 らかに した。
第二章では,植物由来の新規Cd耐性遺伝子の探索を行い,33個の遺伝子を同定 した。彼はこ
の うちのメヒシバ由来のDeCDT7に着 目し,更なる解析を行った。 この遺伝子の産物は,55個のア
ミノ酸で構成され,う ち15個がシステイン残基であった。,PcCDTI過剰発現出芽酵母 とシロイヌナ
ズナは共に,そ れぞれの野生株のものと比べ,細胞内のCd含 量が50%程度に低下してお り,この
ことがCd耐 性 となる原因である,と 考察 した。イネ植物 には5種 類のDcCDTI相同遺伝 子
(OsCPTI-,5)が存在 した。この うちのOsCPT7を過剰発現 したシロイヌナズナ もCd耐 性となること
を確認 した。DcCDT1タンパク質 とOsCDT1タンパク質は原形質膜 と細胞壁 に局在 していることか
ら,これ らのシステインリッチなペプチ ドは細胞内に取 り込まれたCdを 細胞外へ排出している,
もしくは細胞表層でCdの吸収を抑制す ることに関与 していると推察 した。
上記の論文内容は,倉 俣が自立 して研究活動を行 うに必要な高度の研究能力 と学識を有するこ
とを示 している。 したがって,倉 俣正人提出の論文は,博 士(生 命科学)の 博士論文 として合格
と認める。
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